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別紙様式3
論　文　内　容　要　旨
・補整蛸号　l‖6　‘鹿川竃　　　晶晶笠志
Di飴ren七In且uenceS OfEx址acelldarlandIn址乱cendarSupero蕊de
OnRelaxationThrough七heNOIsGClbGMPPathwayinIsolatedRat
学位論文題目　IliacArte血es
（摘出ラット腸骨動脈におけるNO／sGC血GMP経路を介する弛緩に及
ぼす細胞内外スーパーオキシドの異なる影響）
【目剛病的な血管ではスーパーオキシドの産生が先進しており，一酸化窒素脚0）伺畢
性グアニル酸シクテーゼ（SGC抽GMP経路に異常をきたすことが広く知られている．そ
の機序としては，スーパーオキシドがNOを捕捉することによりNO自身の生体利用効
率を低下させることが挙げられる．これに加えて，近年，スーパーオキシドには畠GCの
ヘム鉄を酸化する，あるいは脱離させる作用があり，NOによる畠GC活性化を抑制する
可能性が示唆されている．なお，NOは畠GCの2価（叫の状態（還元型占GC）のヘム
如こ賭合することにより酵素活性を惹起し，ヘム鉄が3価（34の状態になる（酸化型
sGC），あるいは脱離する（ヘム欠失型SGC）と結合できないため活性化できなくなる．現
に我々も，サルの摘出冠動脈を用いた研究において，低酸素およびそれに引き続く再酸素
に曝露すると血管壁スーパーオキシド産生が充達し，上記の現象が生じることを明らかに
したCpaw争etal．，doi：10．125瑚phs．11031FP；doi：10．1254伽hs．14046FP）．しかし，ス
ーパーオキシドの膜透過性は低いため，細胞内で産生されたスーパーオキシドと細胞外の
それが同じ作用を示すとは限らない．本研究では，細胞内外それぞれのスーパー「オキシド
がNO／sGC血GMP経路を介する血管弛緩反応に及ぼす影響を調べた．
【方牲1ベントバルビタール（50皿g瓜官，i」p．）麻酔下で脱血死させた雄性
Sprague・D椚dey系ラット（300～400g）から摘出した鹿骨動脈より条片標本を作製し，
ピロガロール（10pM：細胞外スーパーオキシド産生薬），メナジオン（1pM：細胞内スー
パーオキシド産生薬），あるいはそれらの溶媒処置（1時間）下における各種薬物により生
じる等尺性張力変化を観察した．なお，今回使用したアゴニスト古も酸性化亜硝酸ナトリ
ウム（外囲性NO），ニトログリセリン（細胞内でNOへと変換），BAY41・2272（還元型
SGCをⅣ0非依存的に活性化），BAY60－2770（酸化型およびヘム欠失型SGCをNO非
依存的に活性化），8・丑rcGMP（cGMPアナログ）の5種である．また，標本を懸垂してい
た溶液中における，・およびその標本自身の血管壁におけるスーパーオキシド産生量をルシ
．ゲニン化学発光陰により測定した．さらに，スーパーオキシド産生薬の影響がスーパーオ
キシドデイスムターゼ喧OD；200UlmUあるいはテンポール由ⅡlM：膜透過性SOl〕
模倣薬）の存在下でどのように変化するのかについても同時に確認した．
（備考）1．論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、2干宇
程度でタイプ等で印字すること。
2．※印の欄には記入しないこと。
椚6
（続　紙）
【結果】
1）ピロガロール曝露の影響
酸性化亜硝酸ナトリウムによる血管弛緩反応は顕著に減弱したが，ニトログリセリン，
BAY41－227乳BAY60・2770，8・Br・CGMPによる反応は影響を受けなかった．この酸
性化亜硝酸ナトリウムの反応性繊弱はSO】〕あるいはテンポール前処置により消失し
た．また，血管におけるスーパーオキシド産生量は変わらなかったが，標本を懸垂し
ていた栄養液中の産生量は有意に増大しており，SODあるいはテンポール処置下では
その増大は観察されなかった．
幻　メナジオン曝露の影響
酸性化亜硝酸ナトリウム，ニトログリセリン，BAY41－2272による弛緩反応は顕著に
減弱したのに対して，且AY60・2770の反応は増強した．これらの各アゴニストに対す
る影響はテンポール処置により消失したが，SOD処置ではしなかった．なお，
8－Br－cGMPによる弛緩反応は明らかな影響を受けなかった．また，栄養液中のスーパ
ーオキシド産生畳に差は認められなかったが，血管における産生童は有意に増大して
いた．この増大はテンポール前処置下でのみ消失した．
【考察】本研究では，2種類の薬物を用いて細胞内外それぞれのスーパーオキシドの影響を
調べた．ピロガロールは細胞膜を透過することができず，それ自身が自動酸化されること
によりスーパーオキシドを産生することが知られている．一方，メナジオンは自由に細胞
膜を透過でき，細胞内で酸化還元酵素によりセミキノンあるいはヒドロキノンに遷元され，
それらが自動酸化されることにより細胞内でスーパーオキシドが産生する．実際，ピロガ
ロール曝露は栄養液中でのみ，メナジオン曝露は血管においてスーパーオキシド産生を先
進したことからも，それぞれ細胞外および内のスーパーオキシド産生薬として機儲してい
たと言える．次に，ピロガロール処置下の血管では酸性化亜硝酸ナトリウムによる弛緩作
用のみ抑制され，それが膜透過性を有さないSOD存在下で消失したことから，細胞外の
スーパーオキシドは細胞内には移行できず，細胞外ではNOを捕捉するものの細胞内の
NO！sGC血GMP経路には影響を与えないことが考えられる．一九メナジオン処置下では
酸性化亜硝酸ナトリウムおよびニトログリセリン誘発血管弛緩反応はともに減弱したこと
に加え，これらの頼朝がテンポール存在下では消失したがSODではしなかったことか
ら，細胞内スーパーオキシドは主に細胞内でNOを捕捉することが推察される．また，
BAY41－2272による反応の減弱，BAY60－2770による反応の増強，およびこれらがテン
ポール前処置下では認められなかったことは，細胞内のスーパーオキシドがsGCヘム鉄
のレドックス状態をNO非感受性のタイプへとシフ‘トさせたことを示唆している．
【結論】細胞外のスーパーオキシドは細胞外においてのみⅣ0を捕捉するのに対して，細
胞内スーパーオキシドはNOを捕捉するのみならず言還元型SGCを酸化型あるいはヘ
ム欠失型畠GCへと変化させることが明らかになった．本成果は，病的血管において
Ⅳ0！畠GC／cGMP経路がどのように機能しているのかを理解する上で重要な知見である．
別紙様式8（課程・論文博士共用）
学位論文審査の結果の要旨
整理番号　416　　　　　氏　名　　　田和　正志
論文審査委員
（学位論文審査の結果の要旨）（明朝体11ポイント、600字以内で作成のこと。）
本論文は、摘出ラット腸骨動脈における　NO（nitric oxide）／sGC（soluble guanylate
cyclase）／cGMP経路を介した弛緩現象に対する細胞内外スーパーオキシドの効果について細胞
内・外スーパーオキシド誘導薬を用いて検討し以下の点を明らかにした。
1．
2．
3．
4．
5．
6．
ピロガロール（細胞外スーパーオキシド誘導薬）は、酸性化亜硝酸Na（細胞外NO誘導
薬）誘導性の弛緩現象を抑制したが、ニトログリセリン（内因性NO誘導薬）、BAY41－2272（還
元型sGC活性薬）、BAY60－2770（酸化型とヘム欠失型sGC活性薬）、8－Br－CGMP（cGMPアナロ
グ）誘導性の弛緩現象には影響しなかった。
ピロガロールの弛緩抑制作用は、膜非透過性SOD（superoxidedismutase）やテンポール
（膜透過性SOD）により回復した。
ピロガロールは緩衝液中のスーパーオキシド潰度の上昇を誘導したが、血管組織内濃
度には影響しなかった。これらはSOD，テンポールの添加により抑制された。
メナジオン（細胞内スーパーオキシド誘導薬）は、酸性化亜硝酸Na、ニトログリセリン、
BAY41－2272誘導性の弛緩現象を抑制したが、BAY60－2770の作用を増強した。8－Br－CGh肝の
作用には影響しなかった。
メナジオンの弛緩抑制作用は、テンポールにより回復した。
メナジオンは、血管組織のスーパーオキシド濃度の上昇を誘導し、この現象はテンポ
ールの添加により抑制された。
本論文は、NOの血管弛緩作用に対する細胞内外スーパーオキシドの効果について新しい知見を
与えたものであり、最終試験として論文内容に関連した試問を受け合格したので博士（医学）
の学位論文に値するものと認められた。
（総字数　597字）
（平成27年　1月　26日）
